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ラットにおけるカイニン酸けいれん発作重積後の
　　　　　　　　MRI所見と病理所見の関係
崎山順子，岡本　基，北村吉宏1），山田二士2）
　　　　　　　　　　　　　　　　要　　　　　約
　側頭葉てんかんでは，てんかん焦点に一致してMRI　T2高信号領域が見られ，　FLAIR法
でこれがより明瞭になるが，このMRI所見と病理組織学的変化との関係は必ずしもはっ
きりしていない。そこで，Sprague－Dawleyラットにカイニン酸（KA）でけいれん発作重
積状態を起こし，経時的にMRIを記録するとともに，ニッスル染色，　GFAP免疫染色での
病理組織学的変化を調べて両者の関係について検討した。KA群では，　MRIで1～8週間
後のいずれにおいてもpiriform　cortexからentorhinal　cortexにかけて不整形のT2高
信号領域がみられたが，stage　3のけいれん発作しか出現しなかったラットではstage　4，5
が出現したラットに比べて程度が弱かった。組織学的には，CA1，　subiculum，　piriform
cortex，　entorhinal　cortexで神経細胞の消失，濃染細胞の増加と萎縮，　GFAP免疫反応の
増強が見られたが，piriform　cortex，　entorhinal　cortexでの神経細胞消失の程度はT2信
号の程度と相関せず，GFAP免疫反応が増強した領域に一致して高信号がみられた。しか
し，海馬のGFAP免疫反応増強はMRI所見に反映されず，これはMRIの解像度の限界に
もよると考えられた。
キーワード　カイニン酸，MRI，　FLAIR法，神経細胞死，　GFAP
　　　　　　　　は　じ　め　に
　近年のめざましい画像工学の進歩によって，画像
検査は各種神経疾患の診断に欠かせないものになっ
た。てんかんの診断においても，脳波検査に加えて
X線断層撮影（CT），磁気共鳴画像（MRI），単光子
放出断層撮影（SPECT），ポジトロン断層撮影
（PET）検査が日常的に行われるようになりつつあ
る。症候性局在関連性てんかんの焦点としてもっと
も多いのは側頭葉，とくに内側部にある海馬・扁桃
核とその周辺皮質であり，側頭葉てんかんは成人の
難治性てんかんの半数以上を占めている。抗てんか
ん薬治療で発作が軽減しない側頭葉てんかんでは，
前部側頭葉切除や選択的海馬・扁桃核切除等の外科
的治療が行われるが，そのためにはてんかん焦点（発
作起始部位）の確定が前提となる。MRIは，てんか
ん焦点の診断率では発作時・発作間欠期SPECTや
PETに劣るが，多くの医療機関に設置されているこ
と，放射線被曝の危険がないこと，dysembryoplas－
tic　neuroepithelial　tumor（DNT），微細な皮質形成
異常等他の画像検査や脳波では診断が困難か不可能
な病変を検出できることから1），てんかんの診断に
おいては脳波と並んで最も日常的な検査になってい
る。
　MRIは，生体を強い均一磁場の中に置いて励起用
電磁波パルスをかけ，水素原子から出てくる電磁波
（NMR信号）をフーリエ変換して画像化したもの
で，画像検査の中ではもっとも解像度が高く，1mm
以下の病変でも描写される。基本的撮像法は，スピ
ンエコー法と呼ばれる励起パルスをかけてから
NMR信号が出るまで（エコー時間，　TE）の間に180．
パルスをかけて信号を得る方法である。励起パルス
をかける問隔（繰り返し時間，TR）を短く（200　一一　600
ms），　TEを短く（10～30ms）した場合，信号の回復
力（T1）が主として画像に反映され，　T1強調像と呼
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ばれる。一方，TRを長く（2000～4000ms），　TEを
長く（60～120ms）した場合，信号の持続能力（T2）
が主として画像に反映され，T2強調像と呼ばれる
が，最近では1回の励起パルスの後に何度も1800パ
ルスをかけて撮像時下を短くする高速スピンエコー
法が用いられる。MRI検査ではT1強調像とT2強
調像がルーチンに使われ，てんかん患者では脳脊髄
液のT2信号を抑制して脳実質のT2信号を強調す
るfluid－attenuated　inversion　recovery（FLAIR）
法が追加されることが多い。T2強調像では，古い梗
塞巣やグリオーシスは高信号領域として臼く描出さ
れるが，脳室に接した部位や大脳皮質表面の小さな
病変は，同じようにT2高信号を示す脳脊髄液に接
しているため見逃されやすい。しかし，最近では
FLAIR法で比較的小さなT2高信号領域を検出す
ることも行われている。
　MRIが医療に導入された当初から，てんかん焦点
に一致してT2，　T1高信号領域がみられる例のある
ことが報告されてきた1－6）。とく1ピ，側頭葉てんかん
の33～83％でてんかん焦点に一致してT2高信号領
域がみられることから，その形態的，機能的背景が
注目されてきた1・4－6）。しかし，T2高信号領域に一致
して内側側頭葉硬化（mesial　temporal　sclerosis，
MTS），グリオーシス，　DNT等がみられることが報
告されているものの1・6），T2高信号領域出現の要因
ははっきりしていない。
　そこで，本研究ではラットのカイニン酸モデルを
用いてMRI所見と病理組織学的変化との関係を検
討した。カイニン酸（kainic　acid，　KA）は，海草か
ら精製された興奮性アミノ酸の一種で，脳内へ局所
注入すると神経細胞が選択的に破壊され，投射神経
線維や通過神経線維は損傷されないことから，神経
疾患の実験的研究に広く利用されてきた。KAをラ
ットの海馬，扁桃核，側脳室に局所注入するか，全
身投与すると3～6時間続く全身けいれん発作重積
状態が起こり，病理組織学的にMTSに酷似した病
変が形成される7『12）。さらに，このようなラットのか
なりに自発性の全身けいれん発作が出現することか
ら7・8・12），ヒトの側頭葉てんかんの実験モデルと考え
れており，これまでこのモデルを使って膨大な数の
研究が行われてきたが，MRI所見と病理組織学的変
化との関係を検討した報告はない。
　　　　　　　　対象と方法
　実験には対照群3匹，KA群8匹の8週令
Sprague－Dawley雄ラットを用い，対照群には生理
食塩水，KA群にはKA　10mg／kgを腹腔内投与した。
投与後3時間以上行動観察を行った。発作症状は，
次の5段階に分けて判定した。stage　1：移動行動の
停止と顔面のれん縮（facial　twitching），　stage　2：
点頭（head　nodding）と流誕，　stage　3：前肢の間代
けいれん，stage　4：後肢で立ち上がった状態（rear－
ing）での前肢の間代けいれん，　stage　5：stage　4に
続いて後方または側方へ転倒した場合。このうち
stage　1，2がヒトの複雑部分発作に，　stage　3～5が
二次性全般化発作すなわち全身けいれん発作に相当
すると考えられている。
　その結果，本実験においてはKA群全例でstage
3以上の全身けいれん発作が出現した。
　MRI撮影は，1．5T　MRI（SIGNA，　GE　Medical
Systems）を用い，ベントバルビタール麻酔下でスラ
イス厚2m皿，スライス間隔0．5mm，スキャンレンジ8
cm，　image　mode　2Dで行った。条件はpulse
sequence　IR，　TR　6000msec，　TE　IOOmsec，　inver－
sion　time　1500msecに設定し，脳脊髄液のT2信号
がnull　pointになるFLAIR法で撮像した。
　MRI撮影終了後，ベントバルビタール麻酔下で左
心室から4％パラホルムアルデヒド（PFA）一PBSに
て灌流固定を行い脳を取り出した。取り出した脳は，
4％PFA・PBSに浸漬し，4℃，一晩固定した。そ
の後通常の方法にてパラフィン包埋し，6μmの連続
切片を作製し，扁桃核が出現し始める部位から腹側
海馬が完全に出現するまでの部位をニッスル染色
（0．1％cresyl　violet）およびGFAP免疫染色を用
いて神経細胞の状態とGFAP免疫反応について観
察した。
　GFAP免疫染色は，　anti－GFAP　mouse　mono－
clonal　antibody（Boehringer　Mannheim）を一次
抗体とし，4℃，一晩反応させた。続いてbiotinylat－
ed　anti－mouse　lgG（vectastain　ABC　kit）を室温，
30分反応させた後，avidin－biotin－peroxidase　com－
plex（vectastain　ABC　kit）を室温，30分反応させ，
3，3’一diaminobenzidine発色させた。
　　　　　　　　結　　　　　果
　KAを投与したラットすべてに，扁桃核キンドリ
ングのstage　3，4，5のけいれん発作が繰り返し惹起
された（3～4時間）。これらのラットでは，1週間
後から両側piriform　cortex，　entorhinal　cortexで
T2高信号領域が出現し，2，4，8週間後にも同様
の所見がみられた。2週間目以後のT2高信号領域
は不均一で，とくに4，8週間後には不整形の低信
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　　　　　　　　　　　　　　図1　KAによるけいれん発作重積4週間後のMRI所見
　上段はpiriform　cortexと背側海馬が出現するレベル，下段はentorhinal　cortexと腹側海馬が出現するレベルの冠状断。
stage　4，5が出現したラットでは両側のpiriform　cortexとentorhinal　cortexに不整形のT2高信号領域（〉）がみられる。
stage　3が出現したラットでも同様の所見がみられるが，　T2高信号の範囲が小さい。
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　　　　　　　　　　　　　図2　Stage　4，5が出現したラットにおけるMRI所兄の経過
　上段はpiriform　cortexと背側海馬が出現するレベル，下段はentorhinal　cortexと腹イ貝1海馬が出現するレベルの冠状断。　KA
投与2，4，8週間後のいずれの時点でもpiriform　cortexとentorhinal　cortexに不整形のT2高信号領域がみられるが
（〉），4，8週間後には神経細胞消失によると考えられる低信号領域（O）が混在する。
号領域が出現する場合が多く，それを取り囲むよう
な形の高信号領域がみられた（図1，2）。T2高信
号領域は，stage　4，5の全身けいれん発作が惹起され
たラットではstage　3のけいれん発作しか出現しな
かったラットよりも範囲が広く，信号も強かった。
また，stage　3のけいれん発作しか出現しなかったラ
ットでは，ほとんどT2信号の変化がみられない例
もあった。海馬についてはstage　4，5が出現したラッ
トで軽度のT2高信号を示す傾向はあったが，明瞭
な変化はみられなかった。
　病理組織学的には，piriform　cortexからentor－
hinal　cortexにかけて神経細胞消失がみられ，細胞
消失の強い例では組織全体の強い萎縮と側脳室の拡
大がみられた。GFAP免疫染色では，神経細胞の消
失部位およびその周辺で顕著なGFAP免疫反応の
増強がみられた（図3，4）。GFAP免疫反応の増強
部位は必ずしも神経細胞消失部位とは一致せず，む
しろその周辺部で強いことが多かった。鉱age　3のけ
いれん発作しか出現しなかったラットで，ほとんど
T2信号の変化がみられなかった例では，神経細胞
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　　　　　　　　　　　　　　　　　図3　Plrlform　cortexの組織変化（8週間後）
　左列はcresyl　vlolet染色，右列は隣接切片のGFAP染色。　KA投与ラノトては明らかな錐体細胞の消失かあり（レ），図に
不した例てはstage　3か出現したラノトてより顕著な錐体細胞｛肖失とplrlform　cortex全体の萎縮かみられる。　GFAP染色て
は，神経細胞｛肖失部位やその周辺にアストロサイトの増殖，肥大とGFAP免疫反応の増強かみられるか，神経細胞消失部位と
は必ずしも一致せす，GFAP免疫反応の増強かみられない部分か混在する（⇒）。　plr　plrlform　cortex
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cresyl　volet染色
?
猛???
GFAP染色
stage　3
stage　4，5？，
　　　　響
羅講
　　　轟
、、講義’
　　　　　　　　　　　　　　　　　図4　Entorhinal　cortexの組織変化（8週間後）
　左列はcresyl　vlolet染色，右列は隣接切片のGFAP染色。　KA投与ラノトてはamygdalaからentorhlnal　cortexにかけて
神経細胞の消失かみられる（レ）。GFAP染色ては，神経細胞消失部位とその周辺，皮質表面，脳室に接する脳実質てアストロ
サイトの増殖，肥大とGFAP免疫反応の増強かみられる（レ）。
　AM　amygdala　EC　entorhinal　cortex
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図5　背側海馬の組織変化（8週間後）
　左列はcresyl　violet染色，右回は隣接切片のGFAP染色。図に示した例ではstage　3が出現したラットでCA1，　subiculum
の錐体細胞消失（レ）とstratum　oriens，　stratum　radiatum，　stratum　lacunosum／moleculareの萎縮がみられる（→）。　GFAP
染色では，stage　3が出現したラットでCA1，subiculumのstratum　oriens，　stratum　radiatum，　stratum　lacunosum／molecular－
eに著明なアストロサイトの増殖，肥大とGFAP免疫反応の増強がみられるが（→），　stage　3が出現したラット，　stage　4，5が
出現したラットの両方で，hilusをはじめ海馬全体にGFAP免疫反応の増強がみられる。
　sub　：　subiculum，　ori　：　stratum　oriens，　rad　：　stratum　radiatum，
　lac：stratum　lacunosum／moleculare，　h：hilus，　g：歯状回附島細胞層
核の濃染はみられたものの細胞消失はみられず，
GFAP免疫反応も弱かった。
　海馬では，CA1，　subiculum，　CA3の錐体細胞消
失または減少と容積の減少（萎縮），hilus，　stratum
oriens，　stratum　radiatum，　stratum　lacunosum／
moleculare，海馬裂閉塞部のGFAP免疫反応増強
がみられた。stratum　radiatum，　stratum
lacunosum／moleculareにおけるGFAP免疫反応
増強の程度は，錐体細胞消失が強いほど顕著であっ
た（図5）。
　　　　　　　　考　　　　　察
　MRIでのT2高信号領域は，　KA誘発けいれん発
作後1週間目からpiriform　cortexからentorhinaI
cortexにかけて出現し，8週間後もみられた。信号
の程度と範囲は，stage　4，5の全身けいれん発作が惹
起されたラットのほうがstage　3のけいれん発作し
か出現しなかったラットよりも強く，広かった。神
経細胞消失と萎縮の程度は必ずしもT2信号の強さ
や範囲の広さと相関せず，stage　3しか出現しなかっ
たラットでも強い神経細胞消失と萎縮がみられた例
もあった。しかし，このラットではGFAP免疫反応
の増強はみられたが，組織の萎縮が強かったためそ
の範囲が狭かった。これに対し，stage　4，5の全身け
いれんが出現し，広いT2高信号領域がみられたラ
ットでは，組織の萎縮が少なく，広い範囲でGFAP
免疫反応の増加がみられた（図1，2，3，4）。stage
3しか出現せず，T2高信号領域がみられなかったラ
ットでは神経細胞核の濃染はみられたものの，神経
細胞消失やGFAP免疫反応の増強はみられなかっ
た。したがって，今回みられたpiriform　cortexや
entorhinal　cortexでのT2信号増強は，神経細胞の
変性や脱落よりも主にGFAP免疫反応の増強を反
映したものと考えられる。
　KAによりけいれん発作重積状態を起こしたラッ
トでは，海馬のCA3，　CA1，　subiculumだけでな
く，piriform　cortexやentorhinal　cortexでも強い
神経細胞消失が起こることがよく知られてい
る10－12）。神経細胞の変性は重積発作後24時間以内に
始まり，4日後には変性した細胞の多くが消失す
る11－12）。この神経細胞死には，細胞の腫脹を伴う壊
死と核の濃染，DNA断片化を伴うアポトーシス様
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の細胞死が混在すると考えられている’3－14）。
　一方，けいれん発作後に海馬だけでなく，piriform
cortexやentorhinal　cortexでもアストロサイトの
GFAP免疫反応の増強が起こることはよく知られ
ており，KAによるけいれん発作重積後にも長期に
わたるGFAP免疫反応の増強がみられる15－18）。こ
の免疫反応の増強は，アストロサイトの増殖だけで
なく，GFAP発現量の増加，アストロサイトの細胞
体と突起の肥大によることが確認されており16－17），
神経細胞の変性や脱落がなくても発作後にGFAP
免疫反応の増強が起こることが報告されてい
る18－21）。脳実質のグリオーシスがT2高信号を呈す
ることはよく知られた事実であり，ヒトの側頭葉て
んかんでみられるT2信号増強もアストロサイトの
変化を反映したものと考えられる。
　側頭葉てんかんでは，60％以上でCA1，
subiculumの錐体細胞消失とアストロサイトの増殖
（グリオーシス）がみられ，古くからアンモン角硬
化と呼ばれてきた。アンモン角硬化をともなう側頭
葉てんかんではPETでのグルコース低代謝領域，
SPECTでの低二流領域，　MRIでのT2高信号領域
が出現しやすいことが報告されている5－6・22－23）。この
ような例では，CA1，　subiculumだけでなく，海馬
傍回等海馬周辺の皮質にも錐体細胞消失やグリオー
シスがみられることが多く，最近ではMTSと呼ば
れるようになった。今回の研究では，CA1，
subiculumのGFAP免疫反応増強があってもT2
高信号領域として検出されなかった。これは本研究
で用いたMRIの解像力に限界があるため，海馬の
変化が十分半出されなかった可能性もあるが，一方
ではpiriform　cortexやentorhinal　cortexのアス
トロサイトの変化のほうがT2高信号領域として検
出されやすいことを示している。系統発生学的に，
ラットのpiriform　cortexやentorhinal　cortexは
ヒトの海馬平群にあたり，これは海馬だけでなく海
馬傍等等海馬周辺皮質の錐体細胞消失やグリオーシ
スがみられる例でT2高信号領域が出現しやすいこ
とと一致している。
　しかし，側頭葉前部切除を受けた側頭葉てんかん
患者の切除標本では，MTSのほとんどみられない
例でT2高信号領域がみられたり，逆にMRIで異常
所見のなかった例でMTSがみられることも報告さ
れている22一24）。したがって，グリオーシス以外の要
因もT2信号の増強に関与していると考えられる。
すでに述べたように，てんかんモデル動物ではけい
れん発作後にアストロサイトの肥大をともなう
GFAP免疫反応の増強が起こることが知られてい
るが，必ずしもアストロサイトの増殖をともなわな
いこと，その場合免疫反応の増強は発作後24時間か
ら！週間まではみられるが，2ヵ月後には消失する
ことが報告されている19－21）。ヒトの側頭葉てんかん
でGFAP免疫反応の変化を検討した報告はないが，
発作後にアストロサイト間のギャップ結合増加等ア
ストロサイトの形態変化が起こることを示した報告
もあり25－26），MTSのない側頭葉てんかんでも複雑
部分発作や二次性全般化発作後にアストロサイトの
GFAP発現量増加，細胞体と突起の肥大が起こると
考えられる。MRIでT2高信号領域が出現しながら
MTSがみられなかった例では，こうした発作後の
一過性の変化がT2高信号の原因ではないかと思わ
れる。しかし，今回はspontaneous　seizureの有無
は観察できておらず，これがGFAP免疫反応の増強
やアストロサイトの肥大を引き起こすか，T2高信
号の原因になりうるかについては更なる研究が必要
である。
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An experimental study on the relation
of T2-signal high intensity in MRI
to histopathological changes in the kainic acid model
of temporal lobe epilepsy in rats.
Junko SAKIYAMA, Motoi OKAMOTO,
Yoshihiro KITAMURAl ) and Norihito YAMADA2)
Abstract
The relation of T2-signal high intensity areas observed in temporal lobe epilepsy to
histopathological changes in limbic structures was examined in the rat kainic acid
(KA) model of epilepsy. Male 8-week-old Sprague-Dawley rats were injected with
10mg/kg(i.p.) of KA or saline (control). Repetitive generalized convulsions (stage 3, or
stage 4,5 seizures of amygdala kindled seizures) lasted for 3 to 4 hrs. were induced by
KA injection in all rats. MRI was recorded on the day before the KA injection and
1, 2, 4, 8 weeks after the injection by fluid-attenuated inversion recovery method under
deep pentobarbital anesthesia. Following the last MRI recording, rats were perfused
with 4% paraformaldehyde (PFA) from left cardiac ventricle, post-fixed overnight in
4% PFA and brains were embedded in parafin. Coronal brain sections (6,um) were
stained with cresyl violet, or mouse anti-GFAP antibody followed by biotinylated
goat anti-mouse IgG and avidin-biotin-peroxidase (vectastain ABC kit). Irregular-
shaped moderate to severe high T2-signal areas were observed in bilateral piriform
and entorhinal cortex in MRI. These high T2-signal areas were ovserved from 1 week
after the KA injection to 8 weeks after the injection, and were more prominent in rats
elicited stage 4 or 5 seizures than in rats elicited stage 3 seizures. Loss of pyramidal
neurons and increased GFAP immunoreactivity were observed in piriform cortex,
entorhinal cortex, CAl, subiculum, and hilus of dentate gyrus. The increase of GFAP
immunoreactivity, but not the intensity of neuronal loss, in piriform and entorhinal
cortex was almost correponded to the size and intensity of T2-signal. However, the
increase of GFAP immunoreactivity in hippocampus was not detected as the increase
of T2-signal in MRI. These findings indicate that astroglial reactions in piriform and
entorhinal cortex are more sensitive to T2-weighted MRI than those in hippocampus.
Key words: kainic acid, MRI, FLAIR, neuronal death, GFAP
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